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論 文 内 容 要 旨
訓二 」里
目 爪
癌 の浸潤 ・転移 能獲得機序 において,上 皮間葉形質転 換(epithelialtomesenchymaltransi-
tion:EMT)が 重要 な過程 で あ ると考 え られて いる。 亜 鉛輸送 体LIV-1はSTAT3の 下流標 的
分子 で,EMTの 制御 分子 で あ るZinc-fingertranscriptionfactorSnailの 核 内移行 に必 須で
あ る ことが 明 らか に された。STAT3の 活性化が ヒ ト膵 癌 にお いて も増 殖浸潤 に関与 して いるこ
とか ら,膵 癌進展 へ のLIV-1の 関与 が示 唆 され るが,膵 癌進 展 にお けるLIV-1の 関与 につ いて
はこれ まで報告 がな い。
方 法
rea1-timereversetranscriptasepolymerasechainreaction(RT-PCR)を 用 いて,9つ の
細 胞株(8癌 細 胞株,1正 常膵 管上皮細胞株)と 膵組織24例(癌12例,正 常組織12例)のLIV-1
mRNA発 現 レベルを検討 した。72例 の膵癌組織 で免疫染 色を行 い,LIV-1蛋 白の局 在部 位 を確
認 し,発 現 レベ ル と臨床病理学 的因子 との関連 を検討 した。膵癌細胞株Panc-1にLIV-1siRNA
発 現ベ ク ター を安 定導 入 し,LIV-1の 機能解 析 と してinvitroで は直 接計測 お よびBrdUassay
に よ り細胞 増殖能,softagarassayに よ り足 場非依 存性増 殖能,scratchassayに よ り細胞運
動 能 を,invivoで は ヌー ドマ ウスへ の皮 下移植 お よび同所移 植 によ って腫 瘍形成 能,浸 潤転移
能 を検 討 した。 さ らにLIV・-1発 現抑 制細胞 にお け るEMT関 連 分子 の発現 お よび局在 変化 を検
討 した。
結 果
6つ(75%)の 膵癌細 胞株で正常膵管上皮細胞株 よ りLIV-1mRNA発 現 が高 く,Panc-1で 最
も高 発現 で あ った。 また,膵 癌 組織 でのLIV-1mRNA発 現 は正常 組織 よ りも有意 に高 発現で
あ った(P〈0.01)。 免 疫染色で は,膵 癌 の76.4%でLIV-1発 現が み られ,LIV-1発 現 レベル は最
大径50mm以 上 の腫瘍(P=O.044)と リンパ管浸 潤(P=0.023)に 関連 があ った。LIV-1は 細
胞膜 で はな く細 胞質 に局在 した。LIV-1発 現抑制 細胞 は,invitroで は細胞 増殖,足 場非 依存性
増殖,細 胞移 動能 が有意 に抑 制 され,illvivoで は腫瘍形 成 と転移 が有意 に抑制 された。 さ らに,
LIV-1発 現抑 制細 胞で は,コ ン トロール細胞 と比べ上皮 様形態 を強 く示 し,Snailの 核内発現 が
減少 し,E-cadherin発 現 の増 加 と細胞膜へ の強 い局在 を示 した。
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結 論
(1)LIV-1mRNAは 多 くの膵癌細胞株 で正 常膵管上皮 細胞株 よ り強 く発 現 してお り,膵 癌組
織 のHV-1mRNA発 現 は正 常組織 の それ よ りも有意 に高か った。(2)膵 癌症 例 の75%以 上 で
LIV-1発 現 がみ られ,LIV-1発 現 は リンパ管 浸潤(ly)と 最大径50mm以 上 の腫瘍 に関連 があ っ
た。(3)膵 癌細 胞 でLIV-1発 現 を抑 制す ると,invitroで 細胞増殖,足 場 非依 存性増殖,細 胞移
動能 をす べ て抑 制 し,invivoで は腫瘍 形成 および転移 が抑制 された。(4)膵 癌細 胞 でLIV-1発
現 を抑制 す ると,膵 癌細胞のEMTは 阻害 され,上 皮細 胞様形態変 化 を示 し,上 皮 性マ ーカーの
発現 が強 くな った。
以上 の結 果 か ら,LIV-1は 上皮 間葉転換(EMT)を 誘導 し,ヒ ト膵 癌 の進 展 に関与 して い る
ことが考 え られた。
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審 査 結 果 の 要 旨
膵癌 は臨床 的に著 しい浸潤傾向のた めに極めて予後不良 で ある ことが知 られ てい るが,そ の分
子生物学 的な背景 につ いては未だ完全 には明 らか にされ てい ない。本研 究の 目的は上皮 間葉形質
転換(EpithelialtomesenchymaltransitionlEMT)関 連遺 伝子LIV-1の 膵癌 にお け る機能
につ いて検討す るこ とで ある。LIV-1は 転写因子STAT3(signaltranducerandactivatorof
transcription3)の 下 流標的分 子 で,EMTに 重要 な役 割 を演 じてい るSnailの 核 内移 行 に必須
で あ る ことが 明 らか に されて い る。 しか しなが ら,膵 癌 進展 にお けるLIV-1の 関与 につ いて は
これ まで報告が ない。
まず,Real-timereversetranscriptasepolymerasechainreaction(RT-PCR)を 用 いて,
9つ の細胞 株(8癌 細胞 株,1正 常膵管上皮細胞株)と 膵組織24例(癌12例,正 常組 織12例)の
LIV-1mRNA発 現 レベル を検討 した。膵癌細胞株 と膵癌組 織 は,そ れぞ れ正 常膵管 上皮細 胞株
お よび膵正 常組 織 よ りもLIV-1mRNAの 発現 が高 か った。 つ づ いて72例 の膵癌 で免 疫染 色 を
行 い,LIV-1蛋 白の発現 レベル と臨床病理学的因子 との関連 を検 討 した。免 疫染色 で は,膵 癌の
76.4%でLIV-1発 現 が み られ,LIV-1発 現 レベル は50mm以 上 の腫 瘍 と リンパ管 浸潤 に有 意 に
関連 が あ った。 さ らに,膵 癌細胞 株Panc-1に おいてLIV-1siRNAを 安定 発現 させ発 現抑 制株
を作 成す るこ とに よ って,膵 癌 細胞 にお けるLIV-1の 生物 学的効 果 とEMTへ の関与 を検 討 し
た。LIV-1発 現 抑制細 胞で は,invitroで は細胞増殖,足 場非依 存性増殖,細 胞移動 能 が有意 に
抑制 され,invivoで は腫瘍形 成 と転 移形成が有意 に抑 制 された。 加 えてLIV-1発 現 抑制 による
EMTマ ー カー の変 化 を検 討 し,LIV-1発 現 抑制細 胞 で はEMTの 主 要 な制御 因子 で あ るSnail
の核 内発現 が減少 し,上 皮性 マー カーであるE-cadherin発 現 が増 加す る ことを明 らか に した。
これ らの分子 変 化 は,LIV-1発 現 抑制 によ ってPanc-1細 胞 が間葉系形 質 か ら上 皮形質 へ移 行 し
て い ること,つ ま りEMTの 逆 転換が生 じてい ることを示 して いる。
以上 の結果 か ら,LIV-1はEMT誘 導 因子であ り,ヒ ト膵癌細胞 の さ らな る悪性化 形質 の獲得
に関与 して い るこ とが示 唆 された。 本研 究 はLIV-1の 膵癌進 展へ の関与 に関 す る研 究 の基 礎 と
な る仕事 であ り,そ の意義 は深 い。本研究論文は,最 終審 査終了時点 で,第 一次審査 にお いて指
摘 された不備が適切 に修正 されて お り,審 査の結 果,本 論 文 内容 が十分学位 に値 す るこ とが確認
され た。 よって,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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